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 第４章では、P. horikoshii 由来アミノアシラーゼ（PhACY）の組み換え体酵素の生産・精製を実施した。本酵素
は亜鉛含有金属酵素であることに特徴づけられ、基質特異性や反応速度論解析など酵素学的特性を明らかにした。さ
らに、ホモロジーモデリングによる立体構造予測から活性部位近傍の触媒活性に関与するアミノ酸残基の特定を行い、
触媒機構について考察した。第５章では、PhACY 酵素の機能改変を目的として、酵素に含まれる Zn の除去、置換お
よび金属イオン添加といった操作が酵素活性特性や構造安定性に及ぼす影響について検討した。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 本論文では、Pyrococcus horikoshii 由来の超耐熱性酵素を対象として、まず L-スレオニン脱水素酵素（PhTDH）
の組み換え体に関する反応速度論的解析を行い、速度論パラメーターの決定とそれに基づく反応機構予測を行った。
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PhTDH に含有される Zn が酵素の耐熱性に重要であることを DSC の結果より明らかとした。PhTDH の L-Thr と
NAD＋ に対する Michaelis 定数はそれぞれ 0.013、0.01 mM であり、他の TDH と比較して高い親和性を示した。次
に、PhTDH タンパク質結晶の精密な構造解析を行った。得られた補酵素複合体結晶および他の生物由来の酵素との
遺伝子相同性より、本酵素は Ordered Bi Bi 反応機構に従うものと推測した。さらに、上記の立体構造情報を基に、
触媒部位近傍のアミノ酸残基に部位特異的変異を導入し、変異体酵素の反応速度論解析から、PhTDH に関する作業







した。その結果、Ni2＋ や Mn2＋ 置換は、酵素活性の向上や基質特異性の変化に対し著しい効果を示すことがわかっ
た。また、過剰の Zn2＋ の添加により、本酵素の熱安定性を顕著に向上させることに成功した。 
 以上、本論文は産業応用上有用な２種の金属酵素に焦点を当て、詳細な特性解析とその機能改変を行なったもので
あり、博士（工学）の学位論文として価値のあるものと認める。 
